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Fig.６．NorthernblotdetectionofmRNAsfOrVEGFandG3PDHinrabbitfemur、２０/ugoftotalRNAwasloadedineachline・VEGF
mRNAislocahzedasabandat3､9Ｋｂ(A)controlgroup,(B)１－daygroup,(C)3-daygroup,(D)5-daygroup,(E)1-weekgroup,(n2-week
group,(G)４weekgroup
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Fig.８．WesternblotdetectionofVEGFproteininrabbitfemur・
VEGFisdetectedinproteinbyincubatingproteinlysateswith
heparin-agarosebeads,elutingwithsamplebuffer,fD11owedby
electrophoresisthroughal2％polyacrylalnidegeLVEGFis
localizedasabandat~461ｍ（A)ａｎｄ(B)controlgroup,(C）
ａｎｄ(D)３－daygroup,(E)ａｎｄ(F）５daygroup,（G)ａｎｄＵＩ）１‐
weekgroup
また壊死した脂肪細胞は構築を失い虚脱していた．
４週群では，壊死した骨髄の周囲に著明なマクロファージや
異物巨細胞の集籏が認められ，周囲から修復が進んでいた．壊
死骨梁周囲には旺盛な添加骨形成が認められた（図2)．これら
の組織像は各群で特徴的であり，４週群の標本に５日群や１週群
などの早期骨壊死の組織像が認められることはなかった．
２．骨壊死発生率
骨壊死は対照群，１日群，３日群には認められなかったが，５
日群で10羽中２羽（20％)，１週群で10羽中５羽（50％)，２週群
で10羽中６羽（60％)，４週群で１０羽中６羽（60％）に認めた．
対照群，１日群，３日群に比べ１週群，２週群，４週群はその骨
壊死発生頻度において高く，また５日群，１週群，２週群，４週
群の4群間では有意差はなかった(表1)．
３．骨壊死発生部位
ほとんどの骨壊死は骨幹端部，転子下部，骨幹部の内側に集
中しており，その分布状態も骨壊死が認められた５日群以降の
各群間で変化はなかった．
Ｉステロイド投与家兎大腿骨の骨病変部におけるＶＥＧＦ
の発現についての検討(実験2）
１．ⅦGF発現細胞の観察
ＶEGF発現細胞は，対照群，１日群においては散在性に認め
られものの，明らかな集籏としては認められなかった．３日群，
５日群，１週群においては，脂肪細胞，マクロファージ，血管
内皮細胞の陽性像を伴ったⅦＧＦ発現細胞の集籏を認めた（図
3A)．また３日群においては，広範囲におよぶ発現細胞の集籏
を認めた（図３Ｂ)．骨細胞はほとんどが陰性であったが，
ⅦＧＦを発現している骨髄細胞に隣接した骨細胞の陽性像が，
3日群の一部においてのみ観察された（図3C)．ⅦＧＦは細胞種
によらず，比較的多種の細胞に発現していた．
また，明らかな骨壊死または骨髄壊死が存在する部位には全
例ⅦGF発現細胞を認めなかった．一方，１週群，２週群，４週
群の骨壊死または骨髄壊死の周囲においては，ⅦGF発現細胞
は散在性に認められものの，明らかな集籏としては認められな
かった．
２．ⅦＧＦ陽性率
免疫組織化学的にⅦGF陽性率は，コントロール群が10羽中
1羽（10％)，１日群が10羽中２羽（20％)，３日群が10羽中５羽
(５０％)，５日群が１０羽中６羽（６０％)，１週群が１０羽中５羽
(５０％)，２週群が１０羽中２羽（２０％)，４週群が１０羽中２羽
(20％）であった．コントロール群，１日群，２週群，４週群の１０
～２０％に比較して，３日群，５日群，１週群が，５０～６０％とや
や高い結果となった(表２)．
３．ＶEGFの陽性部位
Ⅱ-2の結果でＶＥＧＦ陽性率の少なかったコントロール群，１
日群，２週群，４週群においては明らかな傾向は認めなかった
が，ＶEGF陽性率が５０～６０％と高かった３日群，５日群，１週
群においては，骨壊死の好発部位である骨幹端部，転子下部，
骨幹部の内側に多い傾向を認めた(図４)．
Ⅲ、VEGF-mRNA，ＶＥＧＦ蛋白発現の経時的変化について
の検討(実験3）
１．ラットVEGFcDNAと家兎VEGFmRNAの交差性の確認
ラット，マウス，家兎のいずれの腎臓からも，ｍＲＮＡの発現
を示すバンドを認め，その分子量は3.9kbであった（図5)．そ
の発現量は，多いものからラット，マウス，家兎の順であった．
ラットのＶＥＧＦｍＲＮＡは3.9kbであることが知られており'3)'6)，
これらのバンドはいずれもＶＥＧＦｍＲＮＡと考えられた．
２．ステロイド投与家兎の大腿骨近位部におけるVEGFLmRNA
発現の経時的変化
上記の実験により，ラットのVEGFcDNAをプローブとして
用いて，家兎の大腿骨骨髄におけるＶＥＧＦｍＲＮＡの発現を検討
した．その結果，実験３の１と同様に，すべての群で3.9kbの
VEGEｍＲＮＡを示すバンドを認めた（図6)．ＲＮＡは各群ほぼ同
等量を用いており，その発現量はバンドの濃度に比例すること
から，control群の平均を100％とした比で表すとcontrol群に
比べステロイド投与群では経過とともに上昇しており，３日群
でピークを認めた．その発現量はおよそ2.1倍であり，有意に
高い結果であった（P<0.05)．その後は減少し，１週群から４週
群まではプラトーで，その発現量はcontrol群とほぼ同等量で
あった（図7)．
３．ステロイド投与家兎の大腿骨近位部におけるＶEGF蛋白発
現の経時的変化
３日群においてＶＥＧＦの発現と考えられるバンドを認めた．
またその分子量は４６kＤであった（図8)．その他の群において
は，発現を示すバンドは明らかでなかった．
柳 下1６
VEGFの発現を検討することはステロイド`性骨壊死と虚血との
関連をより明らかにし，ステロイド投与後に誘発される虚血発
作の発生した時期を特定することができる．これにより，骨壊
死発生のメカニズムをさらに解明でき，血管新生療法を応用す
れば骨壊死の予防法を確立することにもつながると考えられ
る．これまでに本動物モデルを含め，ステロイド,性骨壊死の他
の動物モデル25)32)において，骨壊死を引き起こす虚血発作の存
在を直接証明した報告はない．そこで本研究では，ステロイ
ド投与家兎の大腿骨におけるＶEGFの発現に着目し，ステロイ
ド性骨壊死と虚血の関連性について検討した．本モデルにおけ
る免疫組織化学的なＶＥＧＦの発現について，その特徴は，実験
2では，１）ＶEGF発現細胞は局所に集族してみられる場合が多
いこと，２）間質系細胞のみならず，骨髄血球系の細胞を含め
た多種の細胞に発現していること，３）１週群，２週群，４週群
の骨壊死部とその周囲組織には認めないこと，４）ＶEGF陽`性
率が，３日群，５日群，１週群で高く，この３群においては
VEGF陽性部位が骨壊死好発部位である骨幹端部，転子下部，
骨幹部の内側に多いというものであった．上記の３）４）の病理
組織学的特徴から，ＶEGFは骨壊死発生前のごく限られた期間
に発現し，骨壊死発生後は発現しなかった，と考えることがで
きる．またさらに１）２）の特徴を踏まえると，本モデルの大腿
骨においては，ステロイド投与後に局所の虚血，低酸素状態が
発生し，それに反応して組織が一過性にＶＥＧＦを発現したので
はないかと推察した．
本研究では，ラットのＶＥＧＦＬｃＤＮＡをプローブとして用い，
家兎のＶＥＧＦ－ｍＲＮＡの検出を行った．過去にラットＶＥＧＦ－
ｃＤＮＡを用いて家兎のVEGF-mRNAの検出を行った報告はな
く，またラットのＶＥＧＦｍＲＮＡの塩基配列については解明され
つつあるが，家兎のＶＥＧＰｍＲＮＡの塩基配列や動物間の差につ
いてもいまだ明らかにはされていない33)．今回の実験３の結果
では，ラット，マウス，家兎のＶＥＧＦｍＲＮＡにある程度の相同
性を認めることができた一方，家兎のVEGFLmRNAの分子量
について，Ｆａｎら'3)，Ｘｕら'6)は，いずれも3.9kbであると報告
し，Ｄasら３１)も４２kｂとa7kbにバンドの存在を報告している．
本研究でもこれらと同様の結果が得られた．したがって，家兎
のＶＥＧＦｍＲＮＡの検出にラットのVEGFcDNAをプローブとし
て用いる方法は有用なものであると考えられた．
虚血とＶＥＧＦｍＲＮＡやＶEGF蛋白の発現に関して，Ｐlateら7）
はラットの中大脳動脈閉塞モデルにおいて，病理組織学的に
VEGFmRNAの発現を検討している．その結果，ＶＥＧＰｍＲＮＡ
の発現は閉塞後３時間から見られ，２４時間後にピークとなり，
1週間後まで持続していた同様にJinら'0)もラットの一過性全
脳虚血モデルにおいて，ＶＥＧＦｍＲＮＡの発現が虚血後８時間か
ら見られ，２４時間後にピークとなることに加えて，ＶEGF蛋白
も２４時間後にピークを認めたと報告している．またHayashiら8）
は，家兎の脊髄虚血後再潅流モデルにおいて，再潅流後８時間
でＶＥＧＦ蛋白のピークを認めたと報告している．ウェスタンプ
ロット法における家兎のＶＥＧＦ蛋白の分子量については，
Hayashiら8)が38kＤと４５kＤにCherwekら26)，Annexら27)はと
もに４６kＤであったと報告している．本モデルにおいては，実
験３，４から，ＶＥＧＦｍＲＮＡの発現がステロイド投与後３日目に
ピークを認め，それと同時にＶEGF蛋白も３日目に発現し，そ
の分子量は46kＤであった．今回の結果と過去の報告をふまえ
ると，本モデルにおいては，ステロイド投与後早いものでは２
考察
ステロイド誘発'性大腿骨頭壊死症の発生機序については，外
傷性股関節脱臼などにおける，栄養血管の損傷後に発生する外
傷`性大腿骨頭壊死と病理組織学的に類似することから'7)，最終
的に骨内の虚血によって発生するという点では意見の一致をみ
ている'8)．しかしながら，虚血の発生した時期や虚Ⅲに至る詳
細な機序などは未だ解明されていない．これまでにステロイド
性大腿骨頭壊死症の病因として，骨頭栄養血管の粥状動脈硬化
や血栓19)，脂肪塞栓20)，脂肪細胞の増殖や肥大21)，骨髄内圧の
上昇22)，静脈系還流障害22)など，他にも様々なものl8)24)が報告
されてきたが，これらはいずれも骨壊死が完成された後の事象
をもとに推測されたものであった．一般に臨床例では，骨壊死
が発生した直後の早期の病理組織像を得ることが困難である．
そのため，ステロイド誘発性大腿骨頭壊死症の発生機序や病態
解明には，有効な動物モデルの作成が重要であると考えられて
きた．
これまでに，様々な動物モデルを用いて，ステロイド誘発性
大腿骨頭壊死症を再現しようという試みがなされてきたが，有
効な動物モデルは存在しなかった21)25)．しかし近年，
Yamamotoら6)はメチルプレドニゾロンを家兎に大量に投与す
ることで，骨幹端から骨幹部にかけて病理組織学的にヒトの骨
壊死と類似した骨壊死が生じることを最初に報告した．また加
畑5)は，体重1kgあたり４ｍｇの酢酸メチルプレドニゾロンを週
１回，４週間投与した家兎モデルを作成し，１５羽中１１羽（73％）
に骨壊死が発生したと報告している５)．しかしながら，
Yamamotoら6)のモデルでは，ステロイドの投与量が多すぎて
死亡例がしばしば見られること，加畑らの方法では，ステロイ
ドを毎週投与するために，虚血発作の発生時期を見るには不向
きであることなどから，ステロイドの投与量と投与方法を再考
する必要があった．そこで今回は，４ｍｇの酢酸メチルプレドニ
ゾロンを１回のみ投与した家兎を用いて検討を行った．その結
果，骨壊死は対照群，１日群，３日群には認められなかったが，
５日群で10羽中２羽（20％)，１週群で10羽中５羽（50％)，２週
群で10羽中６羽（60％)，４週群で10羽中６羽（60％）に認めて
いた．また１週群から４週群までの３群間で骨壊死発生頻度に
統計学的な有意差はなく，発生頻度はステロイド投与後５日群
で増加し，その後はプラトーになる傾向がみられた．以上より
4ｍｇの酢酸メチルプレドニゾロンを１回のみ投与した家兎を用
いても，再現性の良いステロイド`性骨壊死像が得られており，
ステロイド'性骨壊死動物モデルとして有用であることが確認さ
れた．
一方，組織に虚血・低酸素状態が発生すると，その周囲組織
は防御反応を示す．そのひとつとしてⅦＧＦを発現することが
知られている26)-28)．またＶＥＧＦを誘導する因子の中では，低
酸素がもっとも強力であり29)30)，したがって，ある組織中の
ⅦＧＦの検出は，逆にその周囲組織の虚血状態を反映すると考
えられる．動物モデルにおいては，低酸素状態で飼育したラッ
トの心臓，肝臓，腎臓，脳，筋の組織中にⅦＧＦの発現の冗進
を認めた報告9)や，脳虚血ラットやマウスにおいて，脳組織中
のⅦＧＦの発現の冗進を認めた報告7)IC)、)，家兎の一過`性脊髄
虚血モデルにおいて，脊髄組織中にⅦＧＦの発現の冗進を認め
た報告8)など，数多くのものがある28)31)．ＶEGFに関する上記
のような特徴を踏まえるとステロイド投与家兎において，
ステロイド投与家兎における骨内ⅦＧＦの発現 1７
日目に，遅くとも３日前後には虚血発作が発生したのではない
かと考えられる．近年，Ｍｍの普及とともに臨床的に骨壊死の
早期発見が可能となってきており，その発生時期について考察
したいくつかの報告がある．Ｋｕｂｏら34)は，腎移植後に伴う大
腿骨頭壊死について，Shimizuら35)，Sakamotoら36)はステロイ
ド投与後の大腿骨頭壊死発生に関する前向き研究を行ってい
る.それらによると，ステロイド大量投与後６～'0週で骨頭壊
死の存在を示すバンド像が見られている．一方，このMRIの
バンド像は,壊死部に対する修復像を捉えたものであることが，
すでに明らかになっている37〉．またSuganoら38)の大腿骨頚部
骨折の報告やNakamuraら39)の外傷性股関節脱臼の動物実験か
らは，骨頭の虚血が生じてから，ＭＨでバンド像として確認で
きるまでには約４週を要することも明らかにされている．これ
らを考慮した場合，ヒトのステロイド誘発性大腿骨頭壊死の発
生時期は，バンド像が確認される時点より少なくとも４週間は
さかのぼった時期であり，ステロイド大量投与後２～６週であ
ると考えられる．さらにステロイドの壊死組織に対する修復抑
制作用を考慮するとさらに早い時期である可能性も述べてい
る．したがって，本研究の結果から，ヒトと家兎のステロイド
に対する反応の差を考慮してもステロイド投与後１週以内とい
うきわめて早期に骨頭壊死が発生している可能性が考えられる．
ステロイド性骨壊死の再発について，かつては，Inoueら40）
やSaitoら41)が報告したように，大腿骨頭壊死を引き起こす虚
血発作が骨頭内で断続的に生じることで，最終的に骨頭壊死が
完成すると考えられていた．しかし，Ｙａｍａｍｏｔｏら42)は606例
の特発`性大腿骨頭壊死症の摘出標本を病理組織学的に検討した
結果，壊死の再発を認めた例は２例（0.3％）のみであったとの
報告をしている．またMRIによる前向き研究でも，生じた壊
死範囲は縮小することはあっても拡大したものはなく，さらに
壊死の再発が認められた症例はなかったと報告されている3136)．
さらにこれらの報告では，ステロイド誘発性大腿骨頭壊死があ
たかも心筋梗塞や脳梗塞のごとく，きわめて急性に生じる疾患
であると解釈されており，その虚血発作はステロイドの継続投
与の有無にかかわらず１回のみであることを示唆していると述
べている．加畑5)はステロイド性骨壊死の発生時期や骨壊死の
再発に関して，家兎にステロイドを投与し，１週，２週，４週後
に屠殺した場合の骨壊死発生率がそれぞれ47％，６０％，７３％
とほぼプラトーで有意差を認めず，病理組織学的にも新たな骨
壊死が発生した形跡や骨壊死範囲が拡大した形跡も認めなかっ
たことから，本モデルにおける骨壊死は，ステロイド投与後，
～２週というきわめて早期に生じ，かつ骨頭壊死を引き起こす
虚血発作は，初回ステロイド投与後１週前後に１回のみ発生す
る，繰り返されることのない非再発性のものであると推察して
いる．今回，ⅦＧＦｍＲＮＡの経時的発現量を検討したが，その
発現量が投与後３日目をピークとした－峰性であったという結
果は，ステロイド投与後に発生する虚血発作はやはり１回のみ
であったと考えられる．これは，骨壊死を５日群より認め，ス
テロイド投与１週以降はほぼその発生率に変化がなかった実験
Ｉの結果やⅦＧＦの陽性率が３日群，５日群，１週群に高く，そ
れ以降は低下するという実験Ⅱの結果を支持するものであり，
さらに前述した特発性大腿骨頭壊死症の摘出標本の病理組織学
的検討やMRIによる前向き研究の結果をも裏付けるものと考
えられる．
以上から，ステロイド性骨壊死はステロイド投与後３日前後
に虚血発作が発生し，かつ繰り返されることのない非再発`性の
ものである．この特徴は，骨壊死発生の予防，あるいは治療と
いうことを考える上で重要である．すなわち，他の急性虚血性
疾`患では虚血発作の発生時に一致させた何らかの治療法が試み
られているが，ステロイド性骨壊死においても，ステロイド投
与開始と同時もしくは開始以前から，なんらかの予防策を講じ
る必要があると考える．最近ⅦＧＦを用いた血管新生療法が注
目を集めている．イヌの冠動脈閉塞モデルにウイルスベクター
を用いたＶＥＧＦの局所投与や43)家兎の慢性下肢動脈閉塞モデル
ヘⅦＧＦを投与することで44)45)，側副血行を発達させ，虚血の
改善を試みる基礎的研究や，最近ではヒトへの臨床治験も行わ
れており46)-49)，近い将来には有効な治療法のひとつになるこ
とが期待されている．本研究の結果から，こうした血管新生療
法が骨壊死発生後の組織の早期修復，壊死範囲の縮小化や壊死
発生そのものの予防という点から，他の急性虚血性疾患と同様
にステロイド誘発性大腿骨頭壊死症にも応用できる可能性があ
ると考える．
結論
ステロイド投与家兎骨壊死モデルを用いて，ステロイド投与
後の骨内ⅦＧＦの発現を調べ，ステロイド性骨壊死発生との関
連およびその虚血発作の発現時期について検討し，以下の結論
を得た．
１．病理組織学的に骨壊死は対照群，１日群，３日群には認め
られなかったが，５日群で10羽中２羽（20％)，１週群で10羽中
5羽（50％)，２週群で10羽中６羽（60％)，４週群で10羽中６羽
(60％）に認めた．また，ほとんどの骨壊死は骨幹端部，転子下
部，骨幹部の内側に集中しており，その分布状態も骨壊死が認
められた５日群以降の各群間で変化はなかった．
２．４ｍｇの酢酸メチルプレドニゾロンを１回のみ投与した家兎
においては，再現性よくステロイド`性骨壊死像が得られており，
ステロイド性骨壊死動物モデルとして有用であることが確認さ
れた．
３．免疫組織化学的に３日群，５日群，１週群において，ＶEGF
発現細胞は局所に集族してみられる場合が多く，問質系細胞の
みならず骨髄血球系の細胞を含めた多種の細胞に発現してい
た．また１週群，２週群，４週群の骨壊死，骨髄壊死部とその周
囲組織には認めなかった．ＶEGF陽性率は３日群，５日群，１週
群でやや高く，ＶEGF陽`性部位は骨壊死の好発部位である骨幹
端部，転子下部，骨幹部の内側に多かった．
４．本モデルの大腿骨においては，ステロイド投与後に局所の
虚血，低酸素状態が発生し，それに対して組織がⅦＧＦを発現
したと考えた．
５．ＶＥＧＥｍＲＮＡの発現は，ステロイド投与後３日目にピーク
を認め，それと同時にＶＥＧＦ蛋白も３日目に発現した．また
ⅦＧＰｍＲＮＡ発現のピークはある特定の一時期だけであった．
６．本モデルにおいては，ステロイド投与後早いものでは２日
目に，遅くとも３日前後には虚血発作が発生し，その虚血発作
は繰り返すことのないものであると考えた．
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Abstract
Theassociationbetweensteroiduseandthedevelopmentofosteonecrosis(ＯＮ)hasbeenwellestablishedlncreaseduse
ofsteroidsfOrinmnunosuppressioninpatientswithorgantransplantsandfOrconditionssuchassystemiclupuserythematosus
hasresultedinanincreasedincidenceofsteroid-inducedON・However,theprecisepathogenesisofsteroid-inducedON
remainsunknownVascularendothelialgrowthfactor(VEGF)isanangiogenicpromotorthatisrapidlyinducedasaresponse
tolocalhypoxia・Theup-regulationofVEGFhasbeenvalidatedinseveralanimalmodels・Thepresentstudyinarabbitmodel
ofONwaspelfOnnedtoinvestigatetherelationshipbetweentheexpressｉｏｎｏｆＶＥＧＦａｎｄｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｓｔeroid-induced
ON,andtoclarifytheroleofischemiai、thedevelopmentofONMatureJapanesewhiterabbitsweredividedinto6treatment
groupsandanuntreatedcontrolgroupThetreatmentgroupsreceivedasingleintramusculariniectionofmethylprednisolone
acetate(４ｍｇ/kg).Theanimalsinthetreatmentgroupsweresacrificedatdifferenttimepoints(１day,３days,５days,７days，
１４days,ａｎｄ２８ｄａｙｓ)afterthesteroidtreatmentOnhistopathologicalexamination,theearliestindicationofON(deadbone
malTowcellsandosteocytes)wasfivedaysafterthesteroidtreatmentONwasobservedintheareabetweenthemetaphysis
anddiaphysisoftheproximalfemur・Onimmunohistochemicalexamination,upregulatedVEGFexpressioncouldｂｅｆＯｕｎｄ
ｕｐｔｏｏｎｅｗｅｅｋａｆｔｅｒｔｈｅｓｔｅｒoidtreatment・ＴｈｅVEGF-expressingcellswereaggregatedandamongthebonemarrowcells，
e９．，interstitialandmyeloidcells、ＴｈｅＶＥＧＦｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓｔｅｎｄｅｄｔｏｂｅlocatedinthemedialproximalpartofthefemur
betweenmetaphysisanddiaphysis，whereosteonecrosiswasfrequentlyobserved・ＴｈｅｐｅａｋｓｏｆＶＥＧＦ－ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
(z1-fOldgreaterthanthatoftheuntreatedcontrolrabbits）andVEGFproteinproductionoccurred3daysafterthesteroid
treatments，VEGF-mRNAexpressiondecreasedgraduallyafterthatpeakandbecamealmostequaltothatofuntreated
controlat7daysaftersteroidtreatments・TheseresultssuggestthattheischelniceventthatcausesONalsoswitchedonVEGF
productionandthattheonsetofischemicONoccurssoon(approximately3days)aftertheinitialsteroidtreatmenLThese
findingssupportthehypothesisthatsteroid-inducedONiscausedbyanacutesingleischemiceve､tafterinitialsteroid
treatlnent．
